























conformation.  We   present   an   extended   version   of   a  Cα­based  Gō  model  where 
different residues interact with different energies. The model is used to calculate the 
thermodynamics of three small proteins (Protein G, Src­SH3 and CI2) and the effect 
of mutations (∆∆GU­N, ∆∆G ‡­N , ∆∆G ‡­U   and φ­values) on the wild­type sequence. The 
model allows to investigate some of the most controversial areas in protein folding 
such as its earliest stages, a subject which has lately received particular attention. The 
picture which emerges  for   the  three proteins under study  is   that  of  a hierarchical 
process,  where   local  elementary  structures   (LES)   (not  necessarily  coincident  with 
elements of secondary structure) are formed at  the early stages of  the folding and 








of   reach.   Even   more   hopeless   looks   the   possibility   of   obtaining,   from   such 
simulations, quantities reflecting the thermodynamical and kinetical properties of the 






structure  of   the  protein.  This   potential   is,   as   a   rule,   the   sum of   two­body   terms 
contributing with ­1 if  a native contact   is  formed and zero otherwise.  Within this 
framework,   different   degrees   of   approximation   can   be   made   concerning   the 
description of the amino acids ranging from all atoms­ to C­representations.
These models have the virtue of making, by definition, the native state to be the global 
energy  minimum of   the   system   aside   from making  computationally   feasible   the 
description  of   the   folding  process.  On   the  other  hand,   they  neglect   the  chemical 
properties of the different types of amino acids, treating all of them on equal footing. 
While these models describe reasonably well the entropy of the chain, they simplify 



















which   a     consistent   amount   of   mutational   data   is   available   (see   Fig.   1).   The 
effectiveness of the model is first  tested comparing the properties of the transition 
















the   free   energy   associated  with   the   folding   process,   is   not   inconsistent  with   the 
definition of Abkevich et al. 1994. This dynamical picture centered around the LES 












events  which   lead   these  proteins   to   the   native   state.  All   these  works   describe   a 
framework where small units composed of few consecutive amino acids build larger 







the   larger   units   belonging   to   the   following   level   (Panchenko   et   al.   1995)  of 
organization. 







of   the   dynamical   process,   LES,   composed   of   few   consecutive   amino   acids   and 
stabilized   by   the   most   attractive   contact   matrix   elements.   The   folding   time   is 
essentially determined by the time needed by the LES to dock, thus forming the FN. 
After this event has taken place the remaining residues fold very rapidly, due to the 
strongly   reduced   size   of   the   conformational   space   remained   to   them.  Moreover, 
exploiting the hierarchical character of the folding mechanism, it has been possible to 
successfully predict the native conformation of lattice­model designed proteins from 




G,   Src­SH3   and   CI2)   are   domains   of   real   proteins.   In   particular,   protein   G 
corresponds   to   the   binding   domain   of   the   streptococcal   bacterium   to  which   the 
mammalian immunoglobulin IgG attaches to signal the immune system of the host the 
presence of an intruder. To which extent the rest of the protein may affect the folding 



















U  {ri }=∑
i+2<j
Bij⋅ R−∣r i−r j∣⋅ R−∣riN−r jN∣+
⋅0.99∣r iN−r jN∣−∣ri−r j∣⋅ R−∣r iN−r jN∣+ (1)
⋅R−∣r i−r j∣⋅ ∣riN−r jN ∣−R ,
where  ri  is   the   position   of   the  ith   residue,  Bij  is   the  matrix   element   giving   the 
interaction between the ith and jth residue, (x) is the Heaviside step function which 




































While we shall  soleley use this value of  Bij  in all the calculation presented in this 
paper, it   is of interest to compare these results with those obtained making use of 
GROMACS. This is done in Fig. 2, where we display the energy (=Σj  Bij) associated 
with   each residue  i  of the three proteins under study in their native conformation. 
While marked deviations between the two sets of energies are observed, the overall 
trend of the empirical values is in overall agreement with the values calculated with 
GROMACS.  We   note   that   the   energies   associated  with   the   empirical  Bij  values 





expect   that   the   features  observed  with   the  present  generalized  Gō  model  are   less 






In the case of Protein G (cf. Fig. 1(a)) the experimental ∆∆GU­N, ∆∆G ‡­N   and ∆∆G ‡­U  
are available for 26 out of 56 residues (McCallister et al. 2000, Park et al. 1999). The 
associated  Bij  matrix   has   an   average   value  <E>=­0.56  and   a   standard   deviation 
σ=0.44  expressed in  kcal/mol,  (kB=1). Making use of these energies,  Monte Carlo 
simulations  have been performed in order  to elucidate  the  thermodynamics of  the 
protein.   In particular,  we have studied the parameters  qE,  which is   the fraction of 
native   energy  E/EN  of   a   given   conformation,   and   the   distance   root  mean   square 









is,   in  absolute   terms,  an  unphysically   low  temperature   (45 K),  which   reflects   the 










Defining operatively a mutation as a switch off of all   the native contacts   that  the 
mutated residue displays in  the native conformation,   it   is  possible  to calculate the 
effect  of  mutations  on  the  folding  and unfolding of   the protein  (see  Methods).  A 
comparison between model­calculated and experimental values of the variation of free 
energy  G ‡­N,  GU­N  and  ­values is   displayed   in   Fig.   4.   The   correlation 





the   correlation   coefficient   and   an   increase   of   the   root  mean   square   deviation   as 
compared   to   the   corresponding   values   of   the   pair   specific   potential   used   in   the 
extended Gō model, with the exception of G ‡­U.
The thermodynamics calculations have been repeated within the framework of  the 
present model also for Src­SH3 and CI2 (cf.  Figs.  1(b) and 1(c) ),  calculating the 
interaction matrices Bij from the experimental GU­N (Riddle et al. 1999, Itzhaki et al. 
1995)  which   are   known   for   37   out   of   60   residues   and   33   out   of   64   residues 
respectively. The two matrices are characterised respectively by an average energy 
<E>=­0.29 and <E>=­0.53 and standard deviation σ=0.37 and σ=0.47 expressed in 
kcal/mol  (with  kB=1).  Making   use   of   the  matrix   elements  Bij  the   energies  Σj  Bij 
associated with each amino acid  i  in the native conformation were calculated. The 
resulting values are displayed in Figs. 2(b) and 2(c) in comparison with the prediction 









experimental   data.   The   folding   temperatures   associated   with   Src­SH3   and   CI2 
proteins   are  Tf=0.21  and  Tf=0.32  kcal/mol,   respectively.   The   results   concerning 
mutations are displayed in Figs. 5 and 6, while the correlations with the experimental 
data are listed in Table 1 (third and fourth rows). The data indicate that, while the 
ability   of   the  model   in   predicting   the  ∆∆G ‡­N  and  ∆∆GU­N  is   still   acceptable,   the 




a   subject   of   particular   interest   in   view also  of   recent   experimental   developments 
(Religa et al. 2005). We have performed 200 dynamical simulations for each of the 
three proteins, starting from random conformations recording the mean value [qE](t) 
of  qE  and the probability of formation of each native contact  pi­j(t)  as a function of 
time.
Protein G
The results for Protein G at  T/Tf=0.54  are displayed in Figs. 7(a) and 8.  The curve 
[qE](t) is well fitted by the sum of two exponential, of characteristic times of the order 
of 10 ns and 1 µs, respectively. Note that continuous­flow experiments (McCallister et 
al.   2000)   performed   at   acidic   conditions   can   be   fitted   by   two   exponentials   of 





According to   the  pi­j(t)  (cf.  Figs.  7(a),  8,  9 and 10),   the first  structures which are 
formed within the first nanosecond (=104MCs) are the second hairpin (residues 41­56) 






further stabilization of  the second hairpin which ends after  10 ns  (contact 41­54). 
Whereas the formation of the second hairpin resemble the closure of a zip (see the 
colour gradient associated with strands  3­4 in Fig. 7(a)­B as well as Fig. 9) this 
behaviour   is   not   seen   for   the   first   hairpin   (strands  ­  in   Fig.   7(a)­B).   The 
formation  of   the   full  α­helix   and   the   formation  of   the  contacts  between   the   two 
hairpins (strands ­4 in Fig. 7(a)) take place on a much longer time scale than the 
previous events (i.e., microseconds) following a non­exponential dynamics (cf. Fig. 8, 

























giving   a   two   exponential   fit   of   the   curve   [qE](t)  with   characteristic   time  13  ns 
(105MCs) and 2 µs  (2x107MCs) (data not shown). From the contact map of stability 
and formation time displayed in Fig. 7(b) as well as from Figs. 11 and 12 it emerges 






After  this,   in  a  time scale of  the order of  30­50  ns,   the RT­loop and the contacts 
between   strands   and    get   formed.  These   contacts,   together  with   the   distal 
hairpin, give rise to the most stable structures of the protein (cf Fig.7(b)­A). The next 
events take place on a much longer time scale (≈0.25 µs, 2.5M MCs) and involves the 















contacts  leading to   the formation of  the RT­loop and the diverging turn, structure 
which can be viewed as the second closed LES. Most of the folding time is spent by 
the   two   closed  LES,   in   exploring   conformational   space   in   search   of   the   correct 
relative distance and orientation leading to their docking. This event which takes place 
after approximately 1.6­1.8µs  (16­18M MCs) (see Figs. 11(IV) and 12) gives rise to 




curves   [qE](t)   and  pi­j(t)  for   the   protein   CI2   at  T/Tf=0.94,   the   same   kind   of 
reconstruction of the hierarchy of events which leads the protein to its native structure 






















the 10 warm amino acids,   in  particular   the  warm­hot  ones.  The formation  of   the 
contacts between the S2  and S3  LES (i.e. between  β4 and  β5+β6) very early in the 
folding   process   (20ns≈200k   MCs,   see   Fig.   13(II))   leads   to   a   closed   LES 








































a ij 1 pij t b ij p ij t , (4)
where   the   inward   and  outward   rates   (i.e.,  aij  and  bij  ,   respectively)   are   constant. 
Constant rates imply that the formation of the contact between the ith and jth residue 
does not depend on the degree of formation of any other contact (which,   in  turn, 
would depend on time). The fact that the dynamics of bonds across the two hairpins is 






two   hierarchies   of   events   discussed   above,   that   is   formation   of   local   elementary 
structures (the two hairpins) and their docking. The fact that at neutral pH one can 
observe   only   the   slower   of   them   reflects   the   limits   of   standard   experimental 



































α­helix and some contacts between the strands β4­β5 and β4­β6 on nanoseconds time 
scale. The overall folding takes place when the contacts between strands β3­β4, β2­β5 





























which   is   structurally   similar   to  Protein  G but  has  a  markedly  different   sequence, 













The   free   energy   difference  G U­N  can   be   calculated   both   from   equilibrium 
15
simulations and as  G U‡  ­  G ‡­N.  The latter provides slightly better results (the 
correlation coefficient ranging between 0.45 and 0.62 and a typical standard deviation 
of  0.85   kcal/mol),   because   it   does   not   suffer   from   equilibrations   requirements. 
Anyway,   the   correlation   coefficient   between   the  G U­N  calculated  with   the   two 
methods is  ∼0.9,  a  result  which indicates   that   the  two­state  picture of   the folding 
process holds.
The prediction concerning   the  φ­values   is   rather  poor,   the correlation  coefficients 
being   between  0.48  and  0.15.   This   is   a   consequence   of   the   conspicuous   error 
propagation  which   is   implicit   in   the   definition   of    φ­values.   Being   a   ratio   (cf. 
Methods), the relative error εφ associated with a φ­value is (εU‡ 2+εU­N 2)1/2, where εU‡ 
and  εU­N   are   the   relative  errors  which  affect   the  numerator   and   the  denominator, 
respectively. For example, being 0.85 kcal/mol the typical error in the prediction of 
G U­N  , sites with G U­N≈ 1 kcal/mol will display an error larger than 100% on the 
φ­values. Particular affected of this problem are those sites which build out native 

























interact  with   residue  i+1  maintaining   a   fixed  distance  di,i+1=3.8Å.  A  mutation   is 
defined operatively as a switch of all   the native contacts   that   the mutated residue 
makes to non­native ones.
Thermodynamical sampling has been performed by means of a Metropolis Monte 




we   made   10   independent   simulations   of   protein   Src­SH3   observing   a   linear 
correlation between the squared mean displacement of the centre of mass and MC 
time. Comparing this coefficient with a typical diffusing coefficient for a globular 
protein,  we obtained  the  relation  106  MC steps    1≈ ⋅10­7  s.  Note   that   the reduced 
degrees of freedom explicitly treated by the model may lead to a reduced viscosity 
and   thus   to  a   shorter   scale  of   times   than   that  one  would  have  obtained  had  one 
considered a full atom description of the heteropolymer.
We define operatively the native state for each protein as the set of conformations 
displaying  qE>0.65  (qE>0.75  for the Src­SH3) and  dRMSD<5Å.  As a consequence, 
the unfolded state is characterized by conformations displaying a pair  (qE,dRMSD) 




In the same way, the folding rate  kf  is obtained from the exponential fit of  PU→Ν(t) 
resulting from 200 simulations starting from random generated conformations. These 
two sets  of  simulations  are repeated for  each mutation and for  each protein.  The 
temperatures of the samplings are fixed for each protein to T/Tf=0.94  for Protein G, 
T/Tf=1.1 for Src­SH3 and T/Tf=1.05 for CI2.














GU­Nexp G ‡­Uexp G ‡­Nexp exp
GU­N(eq) GU­N(kin) G ‡­U G ‡­N φ1 φ2




­­ 0.41 (0.90) 0.21 (0.41) 0.47 (0.75) ­­ 0.46 (0.69)
Src­SH3 0.34 (0.64) 0.45 (0.60) 0.01 (0.52) 0.57 (0.48) 0.13 (0.36) 0.19 (0.51)

































































































































































β2(10­11),   a1(12­24),  β3(28­34),   reactive   loop   (35­44),  β4(45­52),  β5(55­58)   and 
β6(60­64). The LES are S1(29­34), S2(45­52) and S3(55­64). They contain all the hot 
amino acids of the protein (29, 47, 49, 50, 57; see Fig.6) and most of the warm amino 




Figure  2:  Energies  Σj  Bij  (solid  dots)  per  monomer   in   the  native  conformation  of 
protein G (a),  Src­SH3 (b) and CI2 (c),  determined making use of  the interaction 
energies  Bij  calculated   from   the   experimental   values   of  GU­N  (see   text),   in 





























Figure   8:  Average   similarity   parameter  [qE](t)  as   a   function   of   time,   which 
characterizes the folding dynamics of Protein G at a temperature  T/Tf=0.54  (black 













Figure 13:  Contact   formation  diagram for  CI2.  The black bead  indicates   the  first 
residue.
37
Figure 14: Contact formation flow for CI2
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